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Asp: aspartic acid（アスパラギン酸） 
CuSO4・5H2O: copper(II) sulphate pentahydrate（硫酸銅五水和物） 
Cys: cysteine（システイン） 
DHB: 2,5-dihydroxybenzoic acid（2,5-ジヒドロキシ安息香酸） 
DTT: dithiothreitol（ジチオスレイトール） 
Gln: glutamine（グルタミン） 
Glu: glutamic acid（グルタミン酸） 
HCl: hydrogen chloride（塩酸） 
His: histidine（ヒスチジン） 
HNE: 4-hydroxy-2(E)-nonenal（4-ヒドロキシ-2(E)-ノネナール） 
H2O2: hydrogen peroxide（ハイドロゲンペルオキシド） 
HSA: human serum albumin（ヒト血清アルブミン） 
IAA: iodoacetamide（ヨードアセトアミド） 
IAE: immunoaffinity extraction（イムノアフィニティー抽出） 
Ins B: insulin chain B oxidized, bovine（ウシ、酸化型インスリン B鎖） 
IS: internal standard（内標準物質） 
KH2PO4: potassium dihydrogenphosphate（リン酸二水素カリウム） 
K2HPO4: dipotassium hydrogenphosphate（リン酸水素二カリウム） 
Lys: lysine（リジン） 
  
MALDI: matrix-assisted laser desorption/ionization 
（マトリクス支援レーザー脱離イオン化） 
Met: methionine（メチオニン） 
MS: mass spectrometry（質量分析法） 
m/z: mass-to-charge ratio（質量電荷比） 
NaOH: sodium hydroxide（水酸化ナトリウム） 
NH4HCO3: ammonium bicarbonate（重炭酸アンモニウム） 
ONOO-: peroxynitrite（ぺルオキシナイトライト） 
PMF: peptide mass fingerprinting 
（ペプチドマスフィンガープリンティング） 
Pro: proline（プロリン） 
S/N: signal-to-noise ratio（シグナル‐ノイズ比） 
TFA: trifluoroacetic acid（トリフルオロ酢酸） 
TOF/MS: time-of-flight mass spectrometry（飛行時間型質量分析法） 
Trp: tryptophan（トリプトファン） 
Tyr: tyrosine（チロシン） 
V8: endoproteinase Glu-C, staphylococcus aureus V8  
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リプトファン (Trp)、ヒスチジン (His) 側鎖を酸化する[10-12]。また、グルコー
スはリジン (Lys) 側鎖のアミノ基やアルギニン (Arg) 側鎖のグアニジノ基と
糖付加体を形成し[13-15]、脂質過酸化物である 4-ヒドロキシ-2(E)-ノネナール 
(HNE) は、Lys、His、システイン (Cys) 求核性アミノ酸側鎖へマイケル付加
やシッフ塩基の形成により結合する[16]。活性窒素種に分類されるペルオキシナ




























































































ば、酵素消化に繁用されるトリプシンは、弱塩基性条件下で Lys, Arg 残基の C
末側で切断する。ただし、修飾を受けたLys、Arg残基 のC末側とプロリン (Pro)
残基 の N 末側は切断せず、HSA の理論的切断箇所は 78 ヵ所となる。V8 は、







は、正イオンモードで全アミノ酸の 92%であった（図 5, 赤）。なお、検出され
なかった配列は、Gln196-Lys199、Ala210-Lys212、Asp314-Lys317、Tyr411-Lys413、
Asn429-Lys444、Val473-Lys475、Gln522-Lys524、His535-Lys545であった。負イオン
モードの配列カバー率は 88%（図 5, 青）であり、合計の配列カバー率は 94%
に達した。因みに、N末端に相当するテトラペプチドの DAHKは、短く高極性
のため検出されないと予想された。消化時間を調節して反応が完了しきらない






た。データベース検索において切断ミス数を最大 2 ヵ所とした。HSA を V8 消
化して得られたペプチドの配列カバー率は、正イオン、負イオンモードでそれ
ぞれ 98%、86%であり、トリプシン消化物で検出されなかった 196-199 番目、
314-417番目、429-444番目、473-475番目、522-524番目、539-545番目の配







































溶液 20 µL を抽出し、そのタンパク質濃度を、Bradford 法を用いて測定した。
全抽出液中には 0.48 mg proteinのタンパク質、すなわち HSA が含まれていた
（表 1）。添加した HSAの 60％を回収できており、後の解析に十分な量の HSA
が回収できていることを確認した。さらに、本カラムを用いたヒト血漿抽出物
をトリプシン消化後MALDI-TOF/MSで測定したところ、HSA標品と同様のマ





















































Da [39-41]（図 8, a, b, c）、糖化体では D-グルコースの脱水を伴縮合に伴う+162 Da 
[42]（図 8, d, e）、HNE付加体ではマイケル付加生成物の+156 Da [43]（図 8, f, g）、









血液の pHを考慮しリン酸緩衝液 (pH7.4) 中で行い、HSA濃度は健常人の平均
的な血中濃度である 600 µMとした。各化学修飾 HSAの分析をした結果、酸化
部位を含むペプチドには活性化学種の種類によらず+16 Daの質量差が確認され
た（図 9、10, a）。糖化部位を含むペプチドは+162 Daの質量差を有していた（図
10, b）。また、糖化を受けたと考えられるいずれのペプチド配列中にもトリプシ
ン消化の阻害が見られた。これは修飾を受けた Lysと Argの C末側で酵素消化
の阻害が起きたためであり[14]、後の修飾部位の特定に用いた。HNE修飾部位を
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含むペプチドでは+156 Da（図 10, c）の他、シッフ塩基を形成したと考えられ
る質量差+138 Da のペプチドも検出された。ニトロ化部位を含むペプチドには




のMet残基[12]及び Trp214 [10]の計 7ヵ所、銅による酸化修飾では 16ヵ所中 6ヵ
所のHis残基[10]の修飾が検出された（図 11）。同様に糖化修飾は 27ヵ所で検出
され、Arg218 [13-15]及び約半数の Lys 残基[13-15]への付加が認められた。HNE 修
飾はHis9 [16]、His67、His146、His247、His288、His440、His510の他ジスルフィド
結合を形成する Cys 残基[16]の一部の計 10 ヵ所で検出された。一方、ニトロ化
修飾は Tyr残基[17]のみの 5ヵ所で検出された。 




















































































で除した値である。HSA 標品に酸化 HSA を 0.1-50%の割合で混合し、本法を
適用した。その結果、Met548を含む未修飾のトリプシン消化ペプチドであるm/z 
1342.64 のペプチドと、その酸化体である m/z 1358.63 のペプチドは、修飾率
50%で同程度のピーク強度を示した（図 16, c）。この結果から、これらの酸化体
は未修飾体と同程度のイオン化効率を有すると考えられる。さらに、酸化体は






























































































Matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass 
spectrometry (MALDI-TOF/MS) には、Shimadzu Co. (Kyoto, Japan) 製の
AXIMA Performance を用いた。データ処理には Kratos Analytical Ltd. (New 
York, NY, USA) 製の Shimadzu Biotech Launchpad Ver.2.9.3.20110624 を用
いた。pHメーターは、DKK-Toa Co. (Tokyo, Japan) 製の HM-25Gを用いた。
恒温水槽は、Tokyo Rikakikai Co., Ltd. (Tokyo, Japan) 製の振盪槽 SB-9並び
に同社のヒーターユニットNTT-1110 を用いた。恒温器は Isuzu Seisakusho Co. 
(Sanjo, Japan) 製の Incubator Himawariを用いた。 
 
試薬 
Human serum albumin (HSA)、ascorbic acid、endoproteinase Glu-C (V8)、
insulin chain B oxidized, bovine (Ins B) は、Sigma Aldrich, Inc. (St. Louis, 
MO, USA) から購入した。Vivapure Anti-HSA Kit は、Sartorius Stedim 
Biotech GmbH (Goettingen, Germany) から購入した。正常ヒト血漿は、Kohjin 
Bio Co., Ltd. (Tokyo, Japan) から購入した。Urea、glycine、hydrogen chloride 
(HCl)、ammonium bicarbonate (NH4HCO3)、hydrogen peroxide (H2O2)、
potassium dihydrogenphosphate (KH2PO4)、dipotassium hydrogenphosphate 
(K2HPO4)、D-glucose、toluene、dithiothreitol (DTT)、iodoacetamide (IAA)、
acetonitrile、tetrafluoroacetic acid (TFA)、sodium hydroxide (NaOH) は、
Nacalai Tesque, Inc. (Kyoto, Japan) から購入した。Sequencing grade 
modified trypsin は、Promega Co. (Madison, WI, USA) から購入した。
Adrenalcorticotropic hormone (ACTH) は、American Peptide Company, Inc. 
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(Sunnyvale, CA, USA) から購入した。Angiotensin (Ang) I、Ang IIは、Peptide 
Institute, Inc. (Minoh, Japan) から購入した。4-Hydroxy-2(E)-nonenal (HNE) 
は、Cayman Chemical Co. (Ann Arbor, MI, USA) から購入した。Sodium 
peroxynitrite (ONOONa) は、Dojindo Laboratories Co., Ltd. (Kamimashiki, 
Japan) から購入した。Copper(II) sulphate pentahydorate (CuSO4・5H2O) は、
Wako Pure Chemical Industries, Ltd. (Osaka, Japan) から購入した。Bio-Rad 
Protein Assayは、Bio-Rad Laboratories, Inc. (Herciles, CA, USA) から購入し
た。ZipTip pippet tips with 0.6 µL C18 resin、AmiconUltra-0.5 centrifugal 
filter devices は、EMD Millipore Co. (Billerica, CA, USA) から購入した。
2,5-Dihydroxybenzoic acid (DHB)は、Tokyo Chemical Industry Co., Ltd. 
(Tokyo, Japan) から購入した。Ethanolは、Yamaichi Chemical Industries Co., 
Ltd. (Tokyo, Japan) から購入した。超純水は EMD Millipore Co.製のMilliQ 





12.5 mM, 50 mM NH4HCO3溶液、6.5 M urea溶液は、それぞれ超純水に溶
解して調製した。 
それぞれ超純水に溶解して調製した 100 mM glycine 水溶液及び 100 mM 
HClを混合して pH2.0に調整し、100 mM glycine/HCl buffer (pH2.0) とした。 
HSAを 20 mg量り取り、6.5 M urea溶液 500 µLに溶解し 40 µg/µL HSA溶
液とした。 




HSA の捕捉は、Vivapure Anti-HSA Kit の使用法に沿って行った。抗 HSA
抗体固定化樹脂 400 µLに対してスピンカラム型フィルターを用いて 400×gで 2
分間遠心し、保存液を除いた。血漿または 40 µg/µL HSA溶液 20 µLを付属の
binding buffer 180 µL で希釈し、抗体固定化ゲルと混合し、懸濁状態を保つよ
う転倒混和を行いながら室温で 15分間インキュベートした後、400×gで 2分間
遠心した。洗浄のため、binding buffer 200 µL を加えて室温で 2分間転倒混和
した後 400×g で 2 分間遠心する操作を 2 回繰り返した。フィルターを予め 50 
mM NH4HCO3溶液 200 µL を入れた新しいチューブに移し替え、溶出のため
100 mM glycine/HCl buffer (pH2.0) 200 µL を加えて室温で 5分間転倒混和し
た。400×gで 2分間遠心して得られたろ液を HSA抽出液とした。 
 
HSA標品の酵素消化 
Sequence grade modified trypsin を付属の trypsin bufferに 0.5 µg/µL とな
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るよう溶解したものを、50 mM NH4HCO3溶液で 5倍希釈し、0.1 µg/µL trypsin
溶液とした。 
V8を超純水に 0.5 µg/µL となるよう溶解したものを、50 mM NH4HCO3溶液
で 5倍希釈し、0.1 µg/µL V8溶液とした。 
HSA試料溶液または HSA抽出液の 20 µLを取り、110 mM DTT/12.5 mM 
NH4HCO3溶液 2 µLをHSA溶液に加えた後、37℃で 1時間インキュベートし、
タンパク質中ジスルフィド結合の還元を行った。600 mM IAA/12.5 mM 
NH4HCO3溶液 2 µL を試料溶液に加えた後、37℃の暗所で 45 分間インキュベ
ートし、還元されたシステイン残基を保護するためのアルキル化を行った。110 
mM DTT/12.5 mM NH4HCO3溶液 20 µLを試料溶液に加えて未反応の IAAを
失活させた。その後、50 mM NH4HCO3溶液 56 µLを加えて試料溶液を希釈し
た。還元アルキル化後のHSA溶液各40 µLに0.1 µg/µL trypsinまたは0.1 µg/µL 




酵素消化済HSA試料溶液に対してZipTipC18 (0.6 µL) を用いて脱塩を行った。
ZipTipC18を acetonitrile 100 µLで浸潤化を行い、0.1% (v/v) TFA水溶液 100 µL
で平衡化を行った。その後、酵素消化済 HSA 試料溶液を ZipTipC18に通導し、




 リン酸 (98%) を超純水に 2% (w/v) となるよう希釈し、リン酸水溶液とした。 
DHBは超純水／acetonitrile (50/50, v/v) 混液に 600 mMとなるよう溶解し、
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DHB溶液とした。 
質量較正用の内標準物質 (IS) として Ang II (m/z 1046.5423), Ang I (m/z 
1296.6853)、ACTH (18-39) (m/z 2465.1989)、Ins B (m/z 3494.6435)を、Ang II
と Ang Iは 1 µM、ACTH (18-39) は 2 µM、Ins Bは 4 µMとなるよう超純水に
溶解し、IS溶液とした。 
MALDIマトリクスはリン酸水溶液、DHB溶液、IS溶液を 2: 1: 1 (v/v/v) で
混合し、マトリクス溶液とした。 
脱塩済試料溶液 5 µLとマトリクス溶液 5 µLを混合し、その混合液 1 µLをプ
レート上に添加して風乾後、MALDI-TOF/MS装置に導入した。 
MALDI-TOF/MS の測定は正イオンモードと負イオンモードでそれぞれ行い、
測定条件は、正／負イオン検出モードとも、reflectron mode; Mass range, 
600-4000 Da; Laser, N2 laser (337 nm); Pulse width, 3 ns; Max laser repeat 
rate, 50 Hz; Profiles, 100 per sample; Shots, 2 accumulated per profile; Ion 




(S/N) が 3 以上のモノアイソトピックピークを選択し、データベース解析に利
用した。解析はMatrix Science Inc. (Boston, MA, USA)の検索エンジンソフト
ウェアである Mascot (http://www.matrixscience.com/) の Peptide Mass 
Fingerprintを用いた。検索条件は、Database, SwissProt; Enzyme, trypsinま
たはV8-E; Missed cleavage, allow up to 2; Taxonomy, Homo sapiens (human); 
Protein mass, 66 kDa; Mass values, MH+またはM-H-, Monoisotopic; Fixed 
modifications, Carbamidomethyl (C); Variable modification, Oxidation (M), 
Glu-> PyroGlu (N-term E), Gln-> PyroGlu (N-term Q); Peptide tolerance, 
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それぞれ超純水で希釈した、5倍希釈 Bio-Rad Protein Assay 染色液 200 µL
と、10倍希釈 HSA抽出液 10 µLを 96 wellマイクロプレート内で混合し、5分
間室温でインキュベートした後波長 595 nm の吸光度を測定した。検量線は超





20 mM potassium phosphate buffer (pH7.4) の調製 
それぞれ超純水に溶解して調製した 20 mM K2HPO4 水溶液及び 20 mM 
KH2PO4 水溶液を混合して pH7.4 に調整し、20 mM potassium phosphate 
buffer (pH7.4) とした。 
 
過酸化水素による酸化修飾 HSA調製 
HSA 20 mgを20 mM potassium phosphate buffer (pH7.4) 450 µLに溶解し、
20 mM potassium phosphate buffer (pH7.4) に溶解して調製した 1 Mまたは
10 mM H2O2を 50 µL 加え、37℃で 1時間インキュベートした。反応液をカッ
トオフ値 30 kDa の限外ろ過フィルターに移し、14,000×gで 12分間遠心して過
剰の反応試薬をろ過した後、新しいチューブにフィルターを逆さに置き、
1,000×gで 2分間遠心してフィルター上に残った約 50 µLのHSA濃縮液を回収




HSA 20 mgを20 mM potassium phosphate buffer (pH7.4) 450 µLに溶解し、
20 mM potassium phosphate buffer (pH7.4) に溶解して調製した 500 mM 
CuSO4・5H2O/200 mM ascorbic acid または 10 mM CuSO4・5H2O/20 mM 
ascorbic acid を 50 µL 加え、37℃で 1 時間インキュベートした。「第三節付属
実験 過酸化水素による酸化修飾 HSA 調製」と同様に限外ろ過して HSA を回





HSA 20 mg を 5 mM toluene/20 mM potassium phosphate buffer (pH7.4) 
450 µL に溶解し、5 mM toluene/20 mM potassium phosphate buffer (pH7.4) 
に溶解して調製した 2 Mまたは 5 mM D-glucoseを 50 µL加え、37℃で 28日間
インキュベートした。「第三節付属実験 過酸化水素による酸化修飾 HSA調製」




HSA 20 mgを20 mM potassium phosphate buffer (pH7.4) 450 µLに溶解し、
ethanolに溶解して調製した 30 mMまたは 5 mM HNEを 50 µL加え、37℃で
2時間インキュベートした。「第三節付属実験 過酸化水素による酸化修飾 HSA




HSA 20 mgを20 mM potassium phosphate buffer (pH7.4) 450 µLに溶解し、
0.1 M NaOHに溶解して調製した 657 mM ONOONa を 50 µL 加え、直ちに攪
拌しながら室温で 1分間インキュベートした。「第三節付属実験 過酸化水素に
よる酸化修飾HSA調製」と同様に限外ろ過して HSAを回収し、40 µg/µL とな




捉は、Vivapure Anti-HSA Kitの使用法に沿って行った。抗 HSA 抗体固定化樹
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脂400 µLに対してスピンカラム型フィルターを用いて400×gで2分間遠心し、
保存液を除いた。40 µg/µL 修飾 HSA溶液 20 µL、または血漿と 40 µg/µL 修飾
HSA溶液各 10 µL を付属の binding buffer 180 µL で希釈し、抗体固定化ゲル
と混合し、懸濁状態を保つよう転倒混和を行いながら室温で 15分間インキュベ
ートした後、400×gで 2分間遠心した。洗浄のため、binding buffer 200 µL を
加えて室温で 2分間転倒混和した後 400×gで 2分間遠心する操作を 2回繰り返
した。フィルターを予め 50 mM NH4HCO3溶液 200 µLを入れた新しいチュー
ブに移し替え、溶出のため 100 mM glycine/HCl buffer (pH2.0) 200 µL を加え




40 µg/µL修飾 HSA溶液を 6.5 M urea溶液で 40倍希釈し、修飾HSA試料溶
液とした。 
「第二節付属実験 HSA 標品の酵素消化」と同様に、修飾 HSA 試料溶液ま
たはHSA抽出液の 20 µLを取り、110 mM DTT/12.5 mM NH4HCO3溶液 2 µL
をHSA溶液に加えた後、37℃で 1時間インキュベートし、タンパク質中ジスル
フィド結合の還元を行った。600 mM IAA/12.5 mM NH4HCO3溶液 2 µLを試
料溶液に加えた後、37℃の暗所で 45分間インキュベートし、還元されたシステ
イン残基を保護するためのアルキル化を行った。110 mM DTT/12.5 mM 
NH4HCO3溶液20 µLを試料溶液に加えて未反応の IAAを失活させた。その後、
50 mM NH4HCO3溶液 56 µLを加えて試料溶液を希釈した。還元アルキル化後





「第二節付属実験 HSA 酵素消化物の脱塩」と同様に、酵素消化済 HSA 試
料溶液に対して ZipTipC18 (0.6 µL) を用いて脱塩を行った。ZipTipC18 を
acetonitrile 100 µL で浸潤化を行い、0.1% (v/v) TFA水溶液 100 µL で平衡化を
行った。その後、酵素消化済HSA試料溶液をZipTipC18に通導し、0.1% (v/v) TFA





と同様に、リン酸水溶液、DHB溶液、IS溶液を 2: 1: 1 (v/v/v) で混合し、マト
リクス溶液とした。 
脱塩済試料溶液 5 µLとマトリクス溶液 5 µLを混合し、その混合液 1 µLをプ
レート上に添加して風乾後、MALDI-TOF/MS装置に導入した。 
MALDI-TOF/MS の測定は正イオンモードと負イオンモードでそれぞれ行い、
測定条件は、正／負イオン検出モードとも、reflectron mode; Mass range, 
600-4000 Da; Laser, N2 laser (337 nm); Pulse width, 3 ns; Max laser repeat 
rate, 50 Hz; Profiles, 100 per sample; Shots, 2 accumulated per profile; Ion 
gate, blank, 600 Da; Pulsed extraction optimized at, 2800 Daに設定した。 
 
モデル修飾体酵素消化物のデータベース検索 
MALDI-TOF/MS での測定により得られたピークの内、S/N が 3 以上のモノ
アイソトピックピークを選択し、データベース解析に利用した。解析はMatrix 
Science社の検索エンジンであるMascotのPeptide Mass Fingerprintを用いた。
検索条件は、Database, SwissProt; Enzyme, trypsin または V8-E; Missed 
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cleavage, allow up to 2; Taxonomy, Homo sapiens (human); Protein mass, 66 
kDa; Mass values, MH+または M-H-, Monoisotopic; Fixed modifications, 
Carbamidomethyl (C); Variable modification, Oxidation (M) , Glu-> PyroGlu 
(N-term E), Gln-> PyroGlu (N-term Q)及び、Oxidation (H, W), Hex (K, R), 
HNE (K, C, H), HNE-Delta, H2O (K, C, H), Nitro (Y)の内モデル修飾体に適し





捉は、Vivapure Anti-HSA Kitの使用法に沿って行った。抗 HSA 抗体固定化樹
脂400 µLに対してスピンカラム型フィルターを用いて400×gで2分間遠心し、
保存液を除いた。正常ヒト血漿 20 µLを付属の binding buffer 180 µLで希釈し、
抗体固定化ゲルと混合し、懸濁状態を保つよう転倒混和を行いながら室温で 15
分間インキュベートした後、400×g で 2 分間遠心した。洗浄のため、binding 
buffer 200 µLを加えて室温で 2分間転倒混和した後 400×gで 2分間遠心する操
作を 2回繰り返した。フィルターを予め 50 mM NH4HCO3溶液 200 µLを入れ
た新しいチューブに移し替え、溶出のため 100 mM glycine/HCl buffer (pH2.0) 





化修飾HSA調製」に従って 1 mM H2O2を用いて調製し、6.5 M urea 溶液で希
釈した 1 µg/µL酸化修飾 HSAの試料溶液を、「第二節付属実験 HSA標品の酵
素消化」と同様に調製した 1 µg/µL HSA溶液それぞれ 1、9、49、99、199、299、
499、999当量と混合し、修飾 HSA試料溶液とした。 
「第二節付属実験 HSA標品の酵素消化」と同様に、血中 HSA抽出液の 20 
µLを取り、110 mM DTT/12.5 mM NH4HCO3溶液 2 µLを HSA溶液に加えた
後、37℃で 1 時間インキュベートし、タンパク質中ジスルフィド結合の還元を
行った。600 mM IAA/12.5 mM NH4HCO3溶液 2 µLを試料溶液に加えた後、
37℃の暗所で 45分間インキュベートし、還元されたシステイン残基を保護する
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ためのアルキル化を行った。110 mM DTT/12.5 mM NH4HCO3溶液 20 µLを試
料溶液に加えて未反応の IAA を失活させた。その後、50 mM NH4HCO3溶液
56 µLを加えて試料溶液を希釈した。還元アルキル化後の HSA溶液各 40 µLに
0.1 µg/µL trypsinまたは 0.1 µg/µL V8溶液各 4 µLを加えた後、37℃で 17時間
インキュベートしてタンパク質消化を行い、酵素消化済 HSA 試料溶液とした。 
 
血漿抽出HSA酵素消化物の脱塩 
「第二節付属実験 HSA 酵素消化物の脱塩」と同様に、酵素消化済 HSA 試
料溶液に対して ZipTipC18 (0.6 µL) を用いて脱塩を行った。ZipTipC18 を
acetonitrile 100 µL で浸潤化を行い、0.1% (v/v) TFA水溶液 100 µL で平衡化を
行った。その後、酵素消化済HSA試料溶液をZipTipC18に通導し、0.1% (v/v) TFA





と同様に、リン酸水溶液、DHB溶液、IS溶液を 2: 1: 1 (v/v/v) で混合し、マト
リクス溶液とした。 
脱塩済試料溶液 5 µLとマトリクス溶液 5 µLを混合し、その混合液 1 µLをプ
レート上に添加して風乾後、MALDI-TOF/MS装置に導入した。 
MALDI-TOF/MS の測定は正イオンモードと負イオンモードでそれぞれ行い、
測定条件は、正／負イオン検出モードとも、reflectron mode; Mass range, 
600-4000 Da; Laser, N2 laser (337 nm); Pulse width, 3 ns; Max laser repeat 
rate, 50 Hz; Profiles, 100 per sample; Shots, 2 accumulated per profile; Ion 
gate, blank, 600 Da; Pulsed extraction optimized at, 2800 Da に設定した。 
 54 
血漿抽出HSA酵素消化物のデータベース検索 
MALDI-TOF/MS での測定により得られたピークの内、S/N が 3 以上のモノ
アイソトピックピークを選択し、データベース解析に利用した。解析はMatrix 
Science社の検索エンジンであるMascotのPeptide Mass Fingerprintを用いた。
検索条件は、Database, SwissProt; Enzyme, trypsin,または V8-E; Missed 
cleavage, allow up to 2; Taxonomy, Homo sapiens (human); Protein mass, 66 
kDa; Mass values, MH+または M-H-, Monoisotopic; Fixed modifications, 
Carbamidomethyl (C); Variable modification, Oxidation (M, H, W), Glu-> 
PyroGlu (N-term E), Gln-> PyroGlu (N-term Q), Hex (K, R), HNE (K, C, H), 
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